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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft S-Nttroso-Protelnpraparationen. 

NO ist ein gasformiges Molekul, welches in vielen Saugetierzellen gebildet wird und in einer ganzen Reihe von 
s physlologlschen und pathologischen Prozessen involviert ist. So ist die"Endothel-abhangige Relaxation von vaskularer 
glatter Muskulatur auf NO zuruckzufuhren. 

Der genaue Mechanismus der Wirkung von NO ist noch weitgehend unbekannt. Es wird vermutet. daB physiolo- 
gische Carrier-Substanzen eine wichtige Rolle spielen. 

AIs mogliche derartige Carrier-Substanzen warden u.a, S-nitrosierte Proteine vermutet (Stamler et al., PNAS 89 
10 (1992), 444-448). Es wurden daher mehrere Thiolgruppen enthaltende Proteine verschiedenster Natur und Funktion 
nitrosiert, wie z.B. Serumalbumin, t-PA und Kathepsin B (Stamler et a!., Hallstrom et al. (in: Shock, Sepsis, and Organ 
Failure - Nitric oxide, Fourth Wiggers Bernard Conference (1994), Seiten 310-321). 

Dabei wurden lur bovlnes Serumalbumin (BSA) Nitrosierungsgrade von 85% (Stamler et aL,) bzw, 90 bis 95% fur 
humanes Albumin (Hallstrom et al.) berichtet Es zelgte sich jedoch, daB mit der in diesen Arbeiten angewendeten 
^5 Methodologle zur Bestimmung der S-Nitrosoblndung nicht nur die S-Nitrosierungen, sondem auch andere Nitrosie- 
rungen. wie z.B. N-Nltrosierungen an Tryptophan-Resten Oder C-Nltrosierungen (an Tyrosin), detektiert werden kon- 
nen. 

Insbesondere stellte sich die spektroskopische Messung bei 335 nm und ein molarer Extinktionskoeffizient von 
3869 Mo|-^cm"i als nicht-spezifischfur die S-Nitrosothiolbindung heraus. U.a. konnte dieselbe Gruppe in einer Nach- 
20 folgearbeit zu Stamler et al. mit zuverlassigen Deteklionsmethoden belegen, daB bei den hergestellten nitrosierten 
BSA-Praparaten die freien SH-Gruppen an Cystein 34 nur zu hochstens 37% nitrosiert waren (Zhang et aL, Journal 
of Biological Chemistry 271 (24), 1996. 14271-14279). 

Dieser Wert deckt sich auch mit der bekannten Tatsache, daB In Praparationen von Proteinen mit potentiell freien 
Thiolgruppen nur 20 bis 35% auch tatsachlich in der freien, reduzierten SH-Form vorliegen. Die ubrigen 66 bis 80% 
25 sind - insbesondere bei Proteinpraparationen, welche aus Blut abgeleitet sind, oder welche im Rahmen ihres Herstel- 
lungsverfahrens mit Plasma oder Plasmaderivaten kontaktiert werden - blockiert. meist durch gemischte S-S-Bindun- 
gen mit kleinen, Thiol-tragenden Verbindungen, beispielsweise freiem L-Cystein bzw. Glutathion (Katachalski et al., 
J. Am. Chem. Soc. 79 (1957), 4096-4099= DeMaster et al., Biochemistry 34 (1995) 11494-11499). 

Betreffend der Schwefel-haltigen Gruppierungen in den entsprechenden Proteinen ist grundsatzlich zu unterschei- 
30 den zwischen solchen, die in fest gebundener bzw. assoziierter Form, beispielsweise als intramolekular abgesattigte 
Disulfid-Bindungen vorliegen und die fur die Konfonnation der Proteine entscheidend sind, und jenen, die die potentiell 
freie(n) Thiolgruppe(n) darstellen. Letztere sind fur das jeweilige Protein eine bekannte GroBe. Humanes Serumalbu- 
min beispielsweise weist im nativen Zustand eine einzige potentiell freie Thiolgruppe pro Molekul auf, namlich das 
Cystein in Position 34. Diese potentiell freien Thiolgruppen neigen jedoch zur Bildung von inter-molekularen Disulfiden, 
35 weshaib sie auch als gemischte Disulfide bezeichnet werden. In Plasma liegen bis zu 80% dieser Thiolgruppen als 
gemischte Disulfide vor und sind also nicht unmittelbar als freie Thiolgruppen verf Qgbar 

Mit Versuchen, bei welchen eine Praparation von menschlichem Serumalbumin, worin nur 20% des Cystein-34 In 
der reduzierten und somit Ireien Form vorlag, vor der Nitrosierung mit Dithiothreitol (DTT) behandelt wurde, um so die 
gemischten Disulfide der potentiell freien SH-Gruppezu reduzieren, konnten abhangig von Nitrbsierungsagentien und 
40 Reaktionsbedingungen unterschiedliche Nitrosierungsgrade erzielt werden (DeMaster et al.)- 

Ein Problem der Reduktion von potentiell freien Thiolgruppen zu freien reaktiven Thiolgruppen besteht, wenn 
zusatzlich auch die konformationsbestimmenden Disulfid-Bindungen aufgebrochen werden und dadurch die Nativitat 
der Proteine verloren geht. Ein weiteres Problem entsteht bei Proteinen bzw. Proteinlosungen, die zuvor einer Be- 
handlung zur Inaklivierung ggfs. vorhandener Pathogene, z.B. einer Hitzebehandlung, unterworfen worden sind. Dann 
45 namlich wird i.a. eine Tendenz zur vermehrten Aggregatbildung beobachtet. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, eine nitrosierbare bzw. eine nitrosierte Proteinpraparation sowie ein 
Verfahren zu deren Herstellung zur Verf ugung zu stellen, deren Thiolgruppen in einem hoheren AusmaB nitrosierbar 
sind bzw. die eihen gegenuberden beschriebenen Praparationen erhohten S-Nitrosierungsgradaufweist, denn jehoher 
der Nitrosierungsgrad der Proteinpraparation ist, desto hoher ist die NO-gekoppelte \A/irkung, z.B. bei pharmazeuti- 
50 scher Verabreichung einer der artigen Proteinpraparation. Insbesondere soil eine stabile, virussichere pharmazeuti- 
sche Praparation mit einem hohen S-Nitrosierungsgrad zur Verf ugung gestellt werden. 

Die gestellte Aufgabe wird erfindungsgemaB durch eine Praparation, umfassend Thiolgruppen-haltige Proteine, 
welche hitze behandelt sind, gelost, und die sich dadurch auszeichnen, daB sie prozessiert sind. Damit sind mlndestens 
40% der Thiolgruppen nitrosierbar. 
55 Uberraschenderweise wurde namlich gefunden, daB diese virusinaktivierten Thiolgruppen-haltigen Proteinzusam- 

mensetzungen trotz Hitzebehandlung noch derart prozessiert werden konnen, daB die potentiell freien Thiolgruppen 
fur weitere Reaktionen auch tatsachlich als reaktive Gruppen zur Verfugung stehen. Dadurch ist es moglich, auch bei 
solchen virusinaktivierten Proteinzusammensetzungen einen hohen Grad der Nitrosierung dieser Proteine zu ermog- 



2 



EP 0 853 944 A2 



10 



20 



2S 



lichen, ohne die Nativitat dieser Proteine nachteiiig zu beeintraclntigen. 

Prinzipieil kann die erfindungsgemafBe pharmazeutische Praparation jegiiche Proteine mit einer "freien" Thlolgrup- 
pe enthalten. bevorzugtsindaberfur die Zweckedervorliegenden Erfindungtherapeutisch elnsetzbare Proteine. wobei 
physiologische bzw. aus Blut abgeleitete humane Proteine, wie Albumin, Orosomucoid. Plasm inogen-Aktivator (z.B. 
t-PA), Fibrinogen, Lys-Plasminogen oder Hamoglobin Oder auch Mischungen derartiger erfindungsgemaB nitrosierba- 
rer bzw. nitrosierter Proteine, als besonders bevorzugt anzuselien sind. Gema3 der vorliegenden Erfindung werden 
hochmolekulare Proteine im Verglelch zu niedermolekularen Protelnen wie z.B. Glutathion bevorzugt eingesetzt. Die 
gemaB der vorliegenden Erfindung verwendeten Proteine sind insbesondere solche, die vasodilatorlsche und/oder 
anti-aggregatorische Eigenschalten auf zellulare Bestandteile des Blutes aufweisen. Ebenso erfindungsgemaB ein- 
gesetzt werden solche Proteine, die bei Scliockzustanden eine entscheidende Rolle spielen (sogenannte Akutpha- 
senproteine). In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfornn werden Proteine eingesetzt, die sich fur den Blutersatz 
eignen. 

iVIit dem erfindungsgemaBen Verfahren kann der Grad der Nitrosierung der prozessierten Thio[gruppe(n) ohne 
Problenne variiert werden, sogar bis zu Werten, welche einer vollstandigen Nitrosierung entsprechen. Da das erfin- 
'iS dungsgemaBe Herstellungsverfahren jedoch umsozeitaufwendiger wird, je hoher der Nitrosierungsgrad sain soli, wird 
meist zwischen Nitrosierungsgrad und Aufwand des Herstellungsverfahrens abgewogen werden mussen, sodaB be- 
vorzugte Praparationen zu nnindestens 60%. vorzugsweise zu 60 bis 95%, insbesondere zu 70 bis 80%, nitrosiert sind. 
Diese Werte lassen sich mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ohne groBeren Aufwand erzielen. 

Die erfindungsgemaBen Praparationen konnen mit denn zur Verfugung gestellten Verfahren derart spezifisch S- 
nitrosiert werden, daB Produkte mit einem sehr niedrigen N,0,C-Nitrosierungsgrad der Proteine zur VerfOgung gestellt 
werden konnen. Beispielsweise stehen N-Nitrosoverbindungen im Verdacht, krebserregend zu sein, und weisen auch 
eine andere Abgabekinetik der NO-Gruppe als S-Nitrosoverbindungen auf (siehe Zhang et al.), weshatb in einer be- 
vorzugten Ausfuhrungsform der erfindungsgemaBen Prapararation ein N,0,C-Nitrosierungsgrad der Proteine in der 
Praparation von unter 30, vorzugsweise unter 20%, insbesondere unter 10%, vorgesehen wird. 

Obgleich es moglich ist, auch rohe Fraktionen. wie Plasnna oderfruhe Plasnnafraktionen bzw. Kulturflussigkeiten 
der erfindungsgemaBen Prpzessierung bzw. Nitrosierung zu untenwerfen, werden die Proteine bevorzugterweise in 
gereinigter Form zur Verfugung gestellt. Der Reinheitsgrad sollte vorzugsweise geeignet sein, daB die Proteine phar- 
mazeutisch verabreicht werden konnen. Daher wird die erfindungsgemaBe Praparation auf Basis eines gereinigten 
Proteins hergestellt mit einem Reinheitsgrad von zunnindest 80%, insbesondere von zumindest 90% Gew./Gew.%, 
30 bezogen auf Protein. Hohere Werte sind naturlich ebentalls bevorzugt. Dieses gereinigte Protein kann naturlich mit 
weiteren Proteinen zu einer pharmazeutischen Praparation fornnuliert werden. Die erfindungsgemaBe pharmazeuti- 
sche Praparation kann also eine Mischungverschiedener nitrosierter Proteine sein, sie kann aber auch eine Mischung 
aus einenn nitrosierten und einenn nicht-nitrosierten Protein darsteilen. Bevorzugterweise enthalt die pharmazeutische 
Praparation humanes S-Nitrosoalbumin und Hamoglobin. Die erfindungsgemaBe Praparation wird vorzugsweise in 
einer hoheren Reinheit zur Verfugung gestellt, als die nicht prozessierte bzw. nicht-nitrosierte Praparation. So wird 
beispielsweise humanes Serumalbumin oft in einer Reinheit von mindestens 80% an Gesamtprotein als pharmazeu- 
tische Praparation verabreicht. Ein analoger oder hoherer Grad der Reinheit ist daher auch fur das S-nitrosierte Produkt 
bevorzugt. Daher wird der Nitrosierung noch ein zusatzlicher Reinigungsschritt nachgeschaltet. 

Die erfindungsgemaBe pharmazeutische Praparation ist vorzugsweise in einer pharmazeutisch akzeptablen Puf- 
40 ferlosung formuliert, gegebenenfalls mit pharmazeutisch akzeptablen Stabilisatoren. Beispielsweise wird als Stabili- 
sator Natriumcaprylat und/oder Natriumacecyltryptophanat verwendet. In der Regel wird man dabei auf die Formulie- 
rungen, wie sie fur das nicht-nitrosierte Produkt angewendet werden, zurOckgreifen konnen. Die Praparationen konnen 
auch als Spray oder in einer fur die toplsche Anwendung geeignet en Form zur VerfOgung gestellt werden. I nsbesondere 
wird die Praparation in einer fur die intravenose Verabreichung geeigneten Form zur Verfugung gestellt. Eine i.v.- 
4S vertragliche Praparation zeichnet sich insbesondere durch einen niedrigen Aggregatgehalt aus bzw. ist sie frei von 
Aggregaten. Es ist jedoch durchaus moglich. daB man fOr den spezifischen Einsatz der S-nitrosierten Proteine auch 
bei der pharmazeutischen Formulierung Vorkehrungen trifft und auch solche Substanzen zusetzt, von denen bekannt 
ist, daB sie die Wirkungsweise der S-nitrosierten Proteine unterstutzen. 

Selbstverstandlich mussen auch fur die Lagerung der erfindungsgemaBen Praparation oft VDrkehrungen getroffen 
werden, so daB diese Praparationen uber einen langeren Zeitraum stabii bleiben. Die erfindungsgemaBe Praparation 
liegt daher zu Lagerzwecken vorzugsweise in getrorener oder lyophilisierter Form vor in welcher sie eine ausreichend 
lange Haltbarkeit aufweist. 

Es hat sich gezeigt, daB beispielsweise fOr die aus Plasma abgeleiteten Proteine, insbesondere fur Albumin oder 
Hamoglobin, die Stabilitat in Losung bei einem pH-Wert zwischen ungefahr 6 und 7 In einem geeigneten Puffersystem 
ss (Z.B. Ringerlosung) am groBten ist. 

Die phamnazeutische Praparation auf Basis eines Proteins mit nitrosierten Thiolgruppen gemaB der vorliegenden 
Erfindung ist sogar nach einer Lagerung von mehreren Tagen stabii. Die Stabilitat entsprechend einer in i//Vo-Halb- 
wertszeit konnte auch beispielsweise fur humanes Albumin bewiesen werden, welches eine Halbwertszeit von wenig- 
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stens 20 Minuten, vorzugsweise 30 Minuten, insbesondere mindestens 40 Minuten bis zu 2 Stunden aufweist. 

Gema3 einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung ainer erfindungs- 
gemaBen Praparation. welches durch die folgenden Schrltte gekennzeichnet ist: 

Hitzebehandein einer Zusammensetzung umfassend Thiolgruppen-haltige Proteine, 

Bereitstellen und Prozessieren der Proteine, sodaB mindestens 40% der Thiolgrupppen nitrosierbar sind, und 
ggfs. Nitrosieren der Thiolgruppen der prozessierten Proteine in der Zusammensetzung. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren unterscheldet sich in entscheidender Weise von den Verfahren gemaB dem 
Stand der Technik (z.B. Stamler et al.) dadurch, daB ein spezifischer Prozessierungsschrittfurdie Proteine vorgesehen 
wird, bei welchem die "freien" Thiolgruppen de-blocl<iert werden und somit nitrosierbar sind. 

Der Prozessierungsschritt muB jedoch unter Bedingungen vorgenommen werden, bei denen die konformations- 
stabilisierenden Disulfidbrucken moglichst erhalten bleiben. da ansonsten auch diese u.a. zu Thblgruppen aufgespal- 
ten werden konnen und bei der nachfolgenden Realction dann ebenfalls nitrosiert werden konnen. Die raumliche Struk- 
turder Proteine sowie das Moleku large wicht werden dadurch mehroder weniger stark beelntrachtigt. Die resultlerende 
Heterogenitat ist selbstverstandltch fur Proteine, welche pharmazeutisch eingesetzt werden konnen, moglichst zu ver- 
meiden. Bei diagnostischen oder anderwertig einzusetzenden Proteinen kann jedoch eine (geringe) Beeintrachtigung 
der raumlichen Struktur der Proteine in Kauf genommen werden. 

Unter Prozesslerung ist erfindungsgemaB entweder die gezielte Auswahl eines Proteins, bei dem mindestens 40% 
der Thiolgruppen nitrosierbar sind, zu verstehen oder die Durchf uhrung geeigneter ProzessierungsmaBnahmen, sodaB 
dann mindestens 40% der Thiolgruppen nitrosierbar sind. 

Insbesondere bei Ausgangsmaterialien, die bereits einem Verfahren zur Inaktivierung ggfs. vorhandener Viren, 
insbesondere einer Hitzebehandlung, unterworfen worden sind, kann dieser Prozessierungsschritt sehr krltisch sein. 
Die Prozessierung darf namlich nur in dem AusmaB erfolgen, in dem die potentiell freien Thiolgruppen frei zuganglich 
gemacht werden, wahrend die konformatlonsbestimmenden Disulfid-Brucken hingegen unverandert bleiben sollen. 

Soiche MaBnahmen konnen verschiedenste Verfahren umfassen, wie beispielsweise Inkubation in waBriger L6- 
sung bei kontrollierten Bedingungen, Inkubation mit organischen Substanzen wie z.B. p-Propiolacton, Inkubation n 
schwach saurem Medium, Enzymbehandlungen oder verschiedene Trennvertahren zur Abtrennung von Proteinen mit 
geringer Nitrosierbarkeit bzw. mit geringem Nitrosierungsgrad. Damit werden also soiche Proteine, bei denen die Thi- 
olgruppen zu mindestens 40% nitrosierbar sind, von ungeeigneten Proteinen, die dieses Kriterium nicht erfullen, se- 
pariert. Das AusmaB der Nitrosierbarkeit kann beispielsweise uber die Bestimmung der freien Thiolgruppen ermittelt 
werden. 

Vorzugsweise wird der erfindungsgemaBe Prozessierungsschritt durch eine reduktive Behandlung vorgenommen, 
wobei diese mit bekannten Reduktionsmittein, wie beispielsweise Monothiolgruppen-haltigen Verbindungen, vorzugs- 
weise p-Mercaptoethanol, vorgenommen werden kann. Das Reduktlonsmittel wird imallgemeinen nach dem Gesichts- 
punkt ausgewahit, daB eine Reaktion mit dem entsprechenden Protein unter schonenden, nicht denaturierenden Be- 
dingungen durchgefuhrt werden kann. Das Reduktionsmittel ist bevorzugterweise ein solches mit geringer Tbxizrtat, 
Insbesondere wird ein Mittel ausgewahit, welches nach Beenden der Reaktion mit einfachen Methoden abtrennbar ist. 
Deshalb wird ein Agens wie beispielsweise Dithiothreitol (DTT) in einer bevorzugten AustOhrungsform nicht eingesetzt. 

Die Abtrennung der Reaktionsmittel bzw. der Reaktionsprodukte erfolgt vor oder nach der Nitrosierungsreaktion 
und vorzugsweise in einem quantitativen AusmaB bzw. bis zu einem Wert unter der Nachweisgrenze. Die entspre- 
chenden fur die Prozessierung verwendeten Mittel konnen ggfs. auch an einem festen Tragermaterial immobilisiert 
sein, sodaB sie nach Ablaut der gewunschten Reaktion besonders einfach entf ernt werden konnen. 

Die erfindungsgemaBe Praparation zeichnetsich in einer weiteren bevorzugten AustOhrungsform auch durch einen 
niedrlgen Aggregatgehalt aus. Insbesondere llegt der Anteil an Aggregaten in der phamnazeutischen Praparatbn unter 
20%, bevorzugterweise unter 10%, am meisten bevorzugt unter 5%. 

Um beim Prozessierungsschritt insbesondere unter Verwendung eines reduzierenden Mittels spezlfisch die po- 
tentiell freien Thiolgruppen de-biockieren zu konnen, wird dieser Schritt vorzugsweise bei einer Temperatur unter 20**C, 
mehr bevorzugt bei Temperaturen zwischen 2 und 10*C, und wahrend einer Zeitdauer zwischen 1 und 100 Stunden, 
mehr bevorzugt wahrend 12 bis 48 Stunden, vorgenommen. Es hat 5 i >i gezeigt, daB derart niedrige Temperaturen 
die Spezifitat des Prozessierungsschrittes auBerst posltiv beeinflussen, aoch dauert auch die (vollstandlge) De-Blok- 
kierungs reaktion beitieleren Temperaturen entsprechend langer. Es ist ^ -ar mogllch, mit einer hohen Prozessierungs- 
zeitdauer eine vollstandige De-Blockierung der entsprechenden Thiolgruppen zu erzielen, es hat sich aber auch ge- 
zeigt, daB bei einer Behandlungsdauer zwischen 12 und 48 Stunden in der Regel BO bis 90% dieser Thiolgruppen de- 
blockiert sind, was fur viele Zwecke als ausreichend angesehen werden kann. Bei der industriellen Herstellung der 
erflndungsgemaBen Praparationen wird man daher immer zwischen dem zu erzielenden Nitrosierungsgrad und der 
Zeitdauer des Verfahrens abwagen mussen. 

Von entscheidender Bedeutung fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist auch, daB der Nitrosierungsschritt der 
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prozessierten Proteine unteraeroben Bedlngungen vorgenommen wird, insbesondere. wenn mit saurem Natriumnitrit 
gearbeitet wird. 

Die erfindungsgemaBe Nitrosierung wird vorzugsweise mit einem Agens. ausgewahit aus HN02= HNO, NOCI. 
RNO2, N2O3, N2O4, NO2- und NO-Radikal, und in einem sauren Medium durchgefuhrt. Auch organische NO- 
5 Donoren l<6nnen erfindungsgemai3 eingesetzt werden. 

Fur das AusmaB der S-Nitrosierung entscheidend ist insbesondere die Art des verwendeten Nitrosierungsagens, 
auch das Verlialtnis des Agens bezogen auf Thiolgruppen-Gehait des Proteins ist von Bedeulung. 

Um den Grad an N-Nitrosierung moglichst gering zu halten, sollte die Nitrosierung nur mit einem relativ geringen 
ObersclnuB am entsprechenden Agens vorgenommen werden, bevorzugterweise wird das Agens fur die Nitrosierung 
10 bezogen auf Thiolgruppen-Gehalt des Proteins in einem Verlialtnis 0,5:1 bis 6:1, vorzugsweise in einem Verhaltnis 
von 1:1 bis 2:1 zugesetzt. Auch solite die Zeitdauer der Nitrosierung moglichst knapp bemessen werden, da die S- 
Nitrosierung schneller ablautt als die N-Nitrosierung. Bevorzugterweise wird daher die Nitrosierung wahrend einer 
Zertdauer von 2 Minuten bis mehrere Stunden, vorzugsweise 30 Minuten, bei einer Temperatur zwischen 15-30*C, 
vorzugsweise bei Raumtemperatur in einer waBrigen Losung bei pH 0,3 bis 3,5 am moisten bevorzugt bei pH 1 .0 bis 
IS 3,0 vorzugsweise In saurem Bereich bis pH 5, Medium durchgefuhrt. 

Als Ausgangsmaterial fur das erfindungsgemaBe Verfahren konnen samtliche Arten von Proteinfraktionen ver- 
wendet werden, also Insbesondere auch Blut, Plasma, Serum, eine Plasmafraktion oder eine gereinigte Proteinpra- 
paration, aber auch KulturOberstande Oder entsprechende Extrakte. Falls jedoch Substanzen im Ausgangsmaterial 
enthalten sind, welche den Prozessierungs- oder den Nitrosierungsschritt negativ beeintrachtigen konnen, wie bei- 
20 spielsweise niedermolekulare Thiolgruppen-hallige Proteine, sollten diese vorzugsweise vorher abgetrennt werden. 
Bevorzugte Plasmafraktion en sindsolche nach derCohn-Fraktionierung und insbesondere die Cohn II- und III - Fraktion 
Oder die Cohn IV-Fraktion. 

Im Rahman des erfindungsgemaSen Verfahrens konnen auch eine ganze Reihe weiterer Reinigungsschritte an 
beliebigen Punkten des Verfahrens vorgesehen werden. 
25 Eine bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens Ist daher dadurch gekennzelchnet, daB 

mindestens ein weitersr Reinigungsschritt, ausgewahit aus Fallung, Gelfiltration, Diafiltration, Ultrafiltration und chro- 
matographlscher Reinigung, vorgesehen wird. Beispielsweise wird Albumin mittels einer lonenaustauschchromato- 
graphie gereinigt. 

Insbesondere kann vorgesehen werden, daB ein Reinigungsschritt nach der Prozesslerung und/oder nach der 
30 Nitrosierung durchgefuhrt wird. so daB sich die dort eingesetzten Substanzen nicht gegenseitig beeinflussen und auch 
nicht in der fertigen Proteinpraparation vorhanden sind. \ADrzugsweise wird dieser Reinigungsschritt in Form einer 
chromatographischen Reinigung, insbesondere mittels Gelpermeationschromatographie, durchgefuhrt. 

Um die Virussicherheit zu gewahrleisten, ist die erfindungsgemaBe Praparation hitzebehandelt, insbesondere ge- 
maB der EP 0 1 59 311 -A oder der EP 0 637 451 . GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine Hitzebehandlung 
35 bei Temperaturen um 60^*0 fur einen Zeitraum zwischen einer bis zehn Stunden durchgefuhrt. Zur Inaktivierung oder 
Abreicherung von ggfs. vorhandenden Pathogenen, insbesondere von Viren, konnen eine Reihe weiterer physikali- 
scher, chemischer oder chemisch/physlkalischer Verfahren durchgefuhrt werden. Lediglich exemplarlsch sollen hier 
aufgezahit werden eine Hydrolasebehandlung gemaBder EP 0 247 998-A, eine Strahlenbehandlung, eine Nanofiltra- 
tion Oder eine Behandlung mit organ ischen Losungsmittein und/oder Tensiden, z.B. gemaB der EP 0 1 31 740-A. Wei- 
40 tere geeignete Virusinaktivierungsschritte bei der Herstelluhg der erfindungsgemaBen Praparate sind in der EP 0 506 
651 -A Oder in der WO 94/1 3329-A beschrieben. 

Die Behandlung zur Inaktivierung von Viren wird vorzugsweise bereits vor der Prozesslerung durchgefuhrt, sie 
kann aber auch terminal, also anschlleBend an die Nitrosierung vorgenommen werden. 

Nach der Nitrosierung kann das erfindungsgemaBe Praparat in an sich bekannter Weise zu einem pharmazeuti- 
45 schen Praparat aufgearbeitet werden. in der Regel halt man sich dabei an die Formulierungsvorschriften (siehe Phar- 
makopoe) fur die nicht-nitrosierten Proteinpraparationen. 

GemaB einem weiteren Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung die Verwendung von Thiolgruppen-haltigen Pro- 
teinen zur Herstellung einer nitrosierlen pharmazeutischen Praparation furverschiedenemedizinische Verwendungen. 
Bevorzugte medizinische Verwendungen dieses erfindungsgemaBen Praparates umfassen die Herstellung einer 
50 Praparation zur Verbesserung der Perfusion bzw. Mikrozirkulation, vorzugsweise in vitalen Organen wie z.B. Im Gehirn 
(zerebrale Ischamie), im Herz (Myokardinfarkt), in der Niere, in der Leber oder in den Extremitaten bzw. im Gesannt- 
organismus. Damit kann die erfindungsgemaBe Praparation allgemein zur Verhinderung bzw. Behandlung von Isch- 
amie und Reperfusionsschaden eingesetzt werden. Die erfindungsgemaBe Praparation ist auch zur Behandlung von 
Schock, insbesondere traumatischem, hypovolamischem bzw hamorrhagischem oder neurogenem Schock geeignet. 
ss Die Praparation gemaB der vorliegenden Erfindung kann auf verschiedenen chirurgischen Gebieten verwendet 

werden, beispielsweise in der Transplantationschirurgie und bei alien chirurgischen Eingriffen mit nachfolgender Re- 
perfusion. Sie ist besonders zur Behandlung und/oder Prophylaxe einer Restenose nach Angioplastie geeignet. 

Die Praparation kann auch zur Behandlung und/oder Prophylaxe thrombotischer Zustande verwendet werden, d. 
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h. solcher, die mit einer BlutplattchenadhaslonZ-aggregation verbunden sind. Bel einer bevorzugten Ausfuhrungsform 
kann der S-NO-Gewebsplasminogen-Aktivator als thrombolytisches Mittel verwendet werden. 

Ein weiterer Zweck der vorliegenden Praparation 1st ihre Verwendung bei Bluthcxihdruck-Kriseh. 

Die Praparation ist welters zur Relaxierung der nicht-vaskularen, glatten Muskulatur, wie z.B. der glatten Musku- 
s latur der Luftwege, verwendbar. Daher kann die Praparation gemaB der vorliegenden Erfindung zur Behandlung und/ 
Oder Prophylaxe von Atemwegserkrankungen verwendet werden. Sie kann auch zur Diagnose und/oder Behandlung 
von Erektionsstorungen des Mannes nutzlich sein. 

Die nnedlzinische Praparation wird vorzugsweise in einer Dosis bereltgestellt, die maximal jener des nicht-nitro- 
sierten Proteins entsprlcht. 

fo Ein Vortell der erfindungsgemaBen nitrosierten Praparationen liegt auch darin, daB sie aufgrund Ihres hohen S- 

Nitrosogehalts in geringeren Mengen verabreicht werden kann, als Praparationen mil einem wesentlich geringeren S- 
Nitrosogehalt. Von Bedeutung ist auch, daBdIe Abgabederaktlven NO-Gruppe bei den erfindungsgemaB verwendeten 
Protelnen uber einen iangeren Zeitraum erfolgt und insgesamt die KInetik dteser Reaktlon unter physlologischen Be- 
dtngungen vortellhaft ist. 

15 Die zu verabrelchende Menge bzw. Dosis hangt von den Anforderungen des Pattenten ab, beispielswelse von 

Parametern wie Blutdruck, Hematokrit, venoser Druckoder Albumin-Level, und kann von Fall zu Fail recht unterschied- 
lich sein. Bei Erwachsenen betragt die empfohlene Dosis beispielswelse 20 bis 40 g pro Tag, bei Kindern liegt sie 
beispielswelse zwischen 0,3 - 0,6 g/kg. Als untere Grenze wird 1 [imol/kg empfohlen. Fur die Ptattchenaggregattons- 
adhaslonshemmende Wirkung kann auch eine geringere Dosis verwendet werden. 

20 Selbstverstandlich konnen die erfindungsgemaSen Praparate auch fur jegliche Indikation der nicht-nitrosierten 

Proteine verwendet werden, da ihre physiologische Wirkung trotz NItrosierung erhalten bleibt. Zusatzlich jedoch stellen 
Zustande, welche das Zurverfugungstellen eines erhohten NO-Gehaltes erfordern, bevorzugte Indikationen fur die 
erfindungsgemaBen Praparate dar. 

Die vorliegende Erfindung wird an Hand der Beispiele sowie der Zeichnungsfiguren, auf die sie jedoch nicht be- 

25 schrankt sein soil, naher erlautert. 
Es zeigen: 

Fig. 1: die S-Nitrosogradbestimmung mit HPLC/Saville-Reaktion; 
Fig. 2: die S-Nitrosogradbestimmung mit €=3869 M-icm*'' bei X;=335 nm. 
30 Fig 3: S-Nitrosogradbestimmung von S-blockierten Albumin. 

Beispiel 1: 

Herstellung einer S-nitrosierten menschlichen Serumalbuminpraparation ohne Prozessierung 

35 

Als Ausgangsmaterial wurde hitzeinaktiviertes Human Albumin 20% (Handelsname) der Firma IMMUNO AG, Wien 
verwendet Die Nitrosierung des Albumins wurde mit einem 12-fachen molaren UberschuB an NaNOg in 0,2 mol/l HCI 
fur eine Zeitdauer von 30 Minuten bei Raumtemperatur im ansonsten unveranderten l^edium des Handelsproduktes 
durchgefuhrt. Anschlie3end wurde mit 1 M NaOH neutralisiert. Zur Abtrennung unerwunschter Reaktanten wurde eine 
40 praparative Gelpermeationschromatcgrapie unler Venwendung eines Toyopearl TSK HW 40 (F) Gels durchgefuhrt. 
Die Elution erfolgte mit bidestllliertem Wasser bei 4°G. Das nitrosierte Albumin kann lyophilisiert werden, Der S-Nitro- 
sograd wurde wie In Beispiel 3 beschrieben bestimmt und betragt 25%. 

Beispiel 2: 

45 

Herstellung einer S-nitrosierten menschlichen Serumalbuminpraparation nach Prozessierung 

Als Ausgangsmaterial wurde hitzeinaktiviertes Human Albumin 20% (Handelsname) der Firma IMMUNO AG, Wien 
verwendet. 

so 

a) Prozessierung: 

Das Ausgangsmaterial wurde mit einem 10- bis 20-fachen molaren Uberschu3an p-l\/ercaptoethanol in einem 
Phosphatpuffer, bestehend aus 50 - 100 mM Natriumphosphat, 0,1 - 0,2 mM EDTA, 150 mM NaCl, versetzt und 
mit HCI auf pH 6,0 bis 6,2 eingestellt und fur einen Zeitraum zwischen 12-48 Stunden bei 4"*G unter AusschluB 
55 von Sauerstoff in Stickstoff-Atmosphare inkubiert. Dadurch konnte ein wesentlicherTeil der im Ausgangsprodukt 

In einem Ausma3 von bis zu 80% vorhandenen gemischten, intermolekularen Disulfide reduzlert werden. Der 
Nachweis freier Thiolgruppen erfolgte mittels Ellmann-Reaktion (siehe Beispiel 3). 



6 



EP 0 853 944 A2 



b) Die Reinigung erfolgt wie in Beisplel 1. 

c) NItrosierung: 

Die NItrosierung des prozessierten und gereinigten Albumins wurde mit NaN02 (1 :1 bis 1:1,5; frei verfOgbare 
5 Thiolgruppen zu NOg") in0,2nnol/l HCI bei pH 1,5 -2,5fur eine Zeitdauer von 15-30 Minuten bei Raumtemperatur 

durchgef uhrt. AnschlleBend wurde mit 1 M NaOH neutral isiert. 

d) Die Reinigung erfolgt wie in Beispiel 1. 

AnschlleBend wurde das gereinlgte S-Nitrosc-Albumin lyopliilislert. Der S-Nitrosograd wurde wie In Beispiel 
10 3 beschrieben bestimmt und betragt 63%. 

Beispiel 3: 

S-Nitrosogradbestimmung mit HPLC unter Verwendung der Savllle-Reaktion mit zunehmender Konzentration von Nl- 
15 trosierungsagens 

Die Methode basiert auf dem Prinzip der Abtrennung des Proteins vom uberschussigen Nitrosierungsagens und 
den Puffersubstanzen mitiels einer Gelpermeatlonssaule (Toyopear! TSK HW-40-S). AnschlleBend wird die Savllle- 
Reaktion in einer Nachsaulenderivatisierung durchgef uiirt (Saville B., Analyst Vol. 83, 1958, p 670-672). Dabei erfolgt 
20 eine setektive Abspaltung der NO-Gruppe vom RS-NO durch Hg2+. SImultan wird eine Farbreaktion mit dem entstan- 
denen Nitrit bei 541 nm detektiert. 

Die Chromatogramme stellen Nitrosierungen von Protein, im spezieilen von HSA, mit zunehmender molarer Kon- 
zentration von Agens zu Protein (siehe Figur 1: a) 0,1; b) 0,5; c) 1; d) 2; e) 6; f) 12 und g) 0) dan Die angefuhrten 
Prozentsatze sind, nach dem Saville-Prinzip, die tatsachlichen S-Nitrosierungsgrade am Protein. Der zweite Peak im 
25 jeweiligen Chromatogramm resuitiert vom uberschussigen Nitrosierungsagens, im spezieilen vom NO^-. 

Beispiel 4: 

Bestimmung des S-Nltrosierungsgrades einer im Stand der Technik beschriebenen Preparation im Vergleich mit einer 
30 erfindungsgemaBen Praparation 

Eine S-Nitroso-Humanalbuminpraparatlon wurde gemaB Stamler et al. hergestellt und mit einer erfindungsgemaB 
hergestellten Praparation (siehe Beispiel 2) verglichen. 

Dabei wurde zunachst der S-Nitrosierungsgrad mittels des Extinktionskoeffizienten e=3869 M-^cm-i bei 335 nm 
35 fur S-Nitrosothiole berechnet. Es zeigte sich, daB sich mit dieser Bestimmungsmethode fur das Produkt gemaB dem 
Stand der Technik ein S-Nitrosograd von 90% gegenuber nur 25% fur das erflndungsgemaBe Produkt bestimmen lieB. 
Erst mit einem 12-fachen NitrosierungsagensuberschuB konnte nach dem Verfahren von Stamler ein mittels e be- 
stimmter angeblicher Nitrosierungsgrad von 90% errelcht werden. 

40 Fur beide Produkle ist das Verhaltnis von freien SH-Gruppen pro Mol Protein vor der NItrosierung mittels des Ellmann 

(Ellmann G. L., Arch. Biochem. Biophys. 82, 70, 1958) bestimmt worden, wobei sich gezeigt hat, daB fur das im 
Stand der Technik beschrlebene Produkt erwartete Werte um 25% f estgestellt wurden, wohingegen fur das prozesslerte 
erflndungsgemaBe Produkt nach einer etwa 1 2-stundigen Prozessierung gemaB Beispiel 2a mit p-Mercaptoethano! 
^5 bei 4°C bereits 65 - 80% der in der Praparation vorhandenen potentiell freien Thiolgruppen bereits frei waren. 

SchlieBlich ergab die Bestimmung des S-Nitrosogrades mittels HPLC unter Verwendung der Saville-Reaktion (sie- 
he Beispiel 3), welche sich als auBerst spezifisch fur die S-Nltrosobindung herausgestellt hat, daB beim im Stand der 
Technik beschriebenen Produkt nur ca. 20 - 30% aller potentlellen Nitroslerungsstellen besetzt waren, wohingegen 
beim erfindungsgemaBen Produkt zwischen 60 und 75% der "freien" SH-Gruppen nitrosierbar sind bzw. nitroslert wa- 
so ren. 

Eine zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse ist aus Tabelle 1 ersichtlich. 
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TABELLE 1 
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Beispiel 5: 

30 

Vergleich der Nitrosogradbestimmung (gemaB Stamler et al.) mit der HPLC/Saville-Reaktionsbestimmung bei va- 
riierendem OberschuB an Nitrosierungs-Agens 

Eine Humanserumalbuminpraparation wurde gema3 Beispiel 2 mit 0,5-, 1-, 2-, 6- und 12-fachem molarem Uber- 
schu3 erflndungsgemaB nitrosiert und der S-Nitrosograd anschlieBend sowohl mit der Methode gemaB Stamler et al. 
35 gemessen (mit e=3869 M-icm""* bei 1=335 nm) und parallel dazu der S-Nitrosograd mittels HPLC/Saville-Reaktion 
belegt. 

Es zeigte sich. daB mittels der spektroskopischen Bestimmungsmethode gemaB Stamler et al., fur den 2-, 6- 
und 12-fachen QberschuB jeweils unterschiedliche S-Nitrosograde der Praparationen bestimmt werden konnten (20%, 
39%, 69% und 111%), wohingegen der Wert des mittels HPLC bestimmten S-Nltroslerungsgrades bei samtlichen Re- 
40 aktionen zwischen 60 und 65% lag. 

Die Ergebnisse sind zusammenfassend in Tabelle 2 sowie in den Figuren 1 und 2 dargestellt. 



TABELLE 2 

45 
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ss Diese Ergebnisse zeigen die Unbrauchbarkeit der Methodik zur S-Nitrosogradbestimmung, wie sie im Stand der 

Technik gemaB Stamler et al. und Hallstrom et al. verwendet worden ist. Folglich haben die dort angegebenen S- 
Nitrosierungsgrade nicht 85 oder 90 - 95%, sondern liegen ledigllch in der GroBenordnung zwischen 25 - 37%. 

Zum Vergleich ist in in Figur 3die spektrophotometrische Bestimmung des Nitrosierungsgrades eines modifizierten 



8 



EP 0 853 944 A2 



humanen Serumalbumins, bei dem die f reie Thiolgruppe (Cys 34) durch Carboxymethyllerung chemisch blockiert wur- 
de, dargestellt. Die Nitrosierung erfolgte mit steigender molarer Konzentration an Nitrosierungsagens zu Protein (a) 
0;b)1;c)6;d)12unde)20). 

Mittels der HPLC-Nachsaulenderlvatisierungsmethode konnte keine S-Nitrosierung nachgewiesen werden (S-Ni- 
5 trosierungsgrad < 1%). 



Patentanspruche 

10 1 . stabile, virussichere pharmazeutische Praparation umfassend Thioigruppen-haltige Proteine, welche initzebehan- 
delt und prozessiert sind, soda8 mindestens 40% der Thiolgruppen nitrosierbar sind. 

2. Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Proteine humane Proteine sind, 
insbesondere Proteine ausgewahit aus Albumin. Orosomucoid, Plasminogen Aktivator, insbesondere t-PA, Fibri- 

1S nogen, Lys-PIasminogen, Hamoglobin oder eine Mischung davbn. 

3. Pharmazeutische Praparation nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da3 die Thiolgruppen dieser 
Proteine zu mindestens 60%, vorzugsweise zu 65 bis 95%, insbesondere zu 70 bis 90% nitrosiert sind. 

20 4. Pharmazeutische Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB humanes S-Ni- 
trosoalbumin und Hamoglobin enthalten sind. 

5. Pharmazeutische Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, da3 der N,0,C-Nitro- 
sierungsgrad der Proteine in der Praparation unter 30%, vorzugsweise unter 20%, insbesondere unter 10% liegt. 

25 

6. Pharmazeutische Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Thiolgruppen- 
haltigen Proteine in gereinigter Fornn, vorzugsweise in einem Anteil von zumindest 80%, insbesondere von zu- 
mindest 90%, am Gesamtprotein vorliegen. 

30 7. Pharmazeutische Praparation nach einem der Anspruche 3 bis 6. dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Stabilitat 
entsprechend einer in vivo-Halbwertszeit von wenigstens 20 Minuten, vorzugsweise mindestens 40 Minuten bis 
2 Stunden aufweist. 

8. Pharmazeutische Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, da3 sie in getrorener 
35 Oder lyophilisierter Form vorliegt. 

9. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Praparation nach einem der Anspruche 1 bis 8, gekennzeichnet 
durch die folgenden Schritte 

^0 - Hitzebehandeln einer Zusammensetzung umfassend Thiofgruppen-haltige Proteine 

Bereitstellen und Prozessieren der Proteine, sodaB mindestens 40% der Thiolgruppen nitrosierbar sind 
ggfs. Nitrosieren der Thiolgruppen der prozessierten Proteine in der Zusammensetzung. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Prozesslerung durch eine reduktive Behandlung 
45 vorgenommen wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Prozesslerung durch Behandetn der Pro- 
teine mit einem Reduktionsmittel, bevorzugt mil einer Monothiolgruppen-haltigen Verbindung, insbesondere mit 
p-Mercaptoethanol, vorgenommen wird. 

so 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 11 , dadurch gekennzeichnet, daB die Prozesslerung bei einer Tempe- 
ratur unter 20° C, vorzugsweise bei Temperaturen zwischen 2 und 10**C, und wahrend einer Zeitdauer zwischen 
einer und 100 Stunden, vorzugsweise zwischen 12 und 48 Stunden, vorgenommen wird. 

ss 13. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 1 2, dadurch gekennzeichnet, daB Plasma, Serum, eine Plasmafraktion 
Oder eine gereinigte Protein -Praparation bereitgestellt werden. 

14. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 1 3, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens ein weiterer Reinigungs- 
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schritt ausgewahit aus Fallung, Gelfiltration, Ultrafiltration und chromatographische Reinigung vorgesehen wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 14, dadurch gekennzeichnet, da(3 mindestens ein Reinigungsschritt, 
vorzugsweise eine chromatographische Reinigung, nach der Prozessierung und/oder nach der Nitrosierungdurch- 
getuhrt wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 15, dadurch gekennzeichnet, da3 die Nitrosierung unter aeroben Be- 
dingungen mit einem Agens, ausgewahit aus HNO2, HNO. NOCI, NO+. RNOg, N2O3. N2O4. NOg- und NO-Radikaf, 
in einem sauren Medium durchgefuhrt wird. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 9 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB das Agens fur die Nitrosierung be- 
zogen auf Thiolgruppen-Gehalt des Proteins in einem Verhaltnis von 0,5:1 bis 6:1, vorzugsweise in einem Ver- 
haltnis von 1:1 bis 2:1 , zugesetzt wird. 

18. Verwendung von Thiolgruppen-haltigen Proteinen zur Herstellung einer Praparation nach einem der Anspruche 
3 bis 8 zur Verbesserung der Perfusion bzw. Mikrozirkulatlon. 

19. Verwendung von Thiolgruppen-haltigen Proteinen zur Herstellung einer Praparation nach Anspruch 18 zur Ver- 
besserung der Perfusion bzw. Mikrozirkulatlon im Gehirn (vorzugsweise bei zerebraler Ischamie), Im Herz (vor- 
zugsweise bei Myokardinfarkt), in der Niere, in der Leber und in den Extremitaten. 

20. Verwendung von Thiolgruppen-haltigen Proteinen zur Herstellung einer Praparation nach Anspruch 18 zur Be- 
handlung von Schock, insbesondere traumatischem Schock. 

21. Verwendung nach einem der AnsprGche 18 bis 20, dadurch gekennzeichnet, da3 die Praparation in einer Dosis, 
die maximal jener des nicht nitrosierten Proteins entspricht. 



10 



EP 0 853 944 A2 




11 



EP 0 853 944 A2 




FIG. 2 
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FIG.3 
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